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1.1. Epidemiologia e prevenzione del tumore polmonare 
Il tumore al polmone rappresenta la neoplasia più frequente all’interno della popolazione e si 
configura come la principale causa di morte per tumore nel mondo. Il progetto GLOBOCAN 
2012, condotto dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul Cancro (IARC), ha evidenziato la 
presenza di 1.8 milioni di nuovi casi di tumore al polmone in entrambi i generi (Figura 1), il 58% 




Figura 1. Incidenza e mortalità delle diverse neoplasie a livello mondiale [1]. 
 
In Italia, secondo le stime dell’Associazione Italiana Registri Tumori (AIRTUM), vengono 
effettuate ogni anno 38.200 nuove diagnosi di tumore polmonare, corrispondenti all’11% di tutte 
le diagnosi di tumore effettuate nella popolazione. Inoltre, il 15% di tali diagnosi interessa la 
popolazione maschile mentre il 6% quella femminile. Negli ultimi anni l’incidenza nel genere 
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maschile ha subito una diminuzione contrariamente a quanto accade per il genere femminile, per 
il quale si è osservato, invece, un aumento di incidenza. La spiegazione di questo fenomeno 
risiede nell’abitudine al fumo di tabacco che risulta in crescita nelle donne ed in diminuzione 
negli uomini [2]. Come sottolineato dall’American Cancer Society, il fumo di tabacco rappresenta 
il principale fattore di rischio legato all’insorgenza del tumore polmonare. Infatti, si stima che 
circa l’80% delle morti per tale tumore sia dovuto all’abitudine al fumo [3]. Esiste un evidente 
rapporto dose-effetto tra l’abitudine al fumo di tabacco e l’insorgenza del tumore polmonare, 
relazione che vale anche per quanto riguarda l’esposizione dei soggetti al fumo passivo. Tuttavia, 
sebbene il fumo di tabacco rappresenti il principale fattore di rischio per l’insorgenza del tumore 
polmonare, sono stati identificati altri fattori di rischio. Tra questi vi sono cancerogeni chimici, 
come amianto, radon, metalli pesanti che provocano tumore principalmente nei soggetti 
professionalmente esposti a tali sostanze, l’inquinamento atmosferico, una storia familiare di 
tumore polmonare (principalmente genitori, fratelli o sorelle), malattie polmonari pregresse o 
l’impiego di radioterapia per il trattamento di patologie a carico dei polmoni [2]. 
Nonostante siano stati compiuti progressi nella terapia del tumore polmonare, quali ad esempio 
l’introduzione in clinica dei “farmaci biologici” utilizzati attualmente nei casi di tumore non a 
piccole cellule, la prognosi è spesso infausta. Nella maggior parte dei paesi la sopravvivenza a 5 
anni è del 10%[4]. Una delle ragioni di un tasso di sopravvivenza così basso risiede nella capacità 
del tumore al polmone di dare luogo allo sviluppo di metastasi che interessano principalmente 
organi quali il cervello, l’osso ed il fegato [5]. I tumori primari e secondari che coinvolgono il 
cervello sono particolarmente complessi da gestire dal punto di vista terapeutico poiché la 
barriera emato-encefalica ostacola la penetrazione dei farmaci. Per queste ragioni riveste un ruolo 
chiave la prevenzione. L’incidenza del tumore al polmone e, di conseguenza, la mortalità ad esso 
correlata possono essere ridotte attraverso la diagnosi precoce, il trattamento della malattia, la 
chemioprevenzione, evitare il fumo di tabacco e smettere di fumare [6]. Tra gli interventi 
menzionati, solamente i programmi di prevenzione e di cessazione dell’abitudine al fumo hanno 
mostrato una riduzione del rischio di sviluppare tumore polmonare, inserendosi in questo modo 
nelle strategie di prevenzione primaria. Il rischio di insorgenza di tale tumore sembra essere 
inoltre legato all’età in cui un soggetto smette di fumare. Infatti, per coloro che avevano smesso 
di fumare alle età di 60, 50, 40 e 30 anni i rischi cumulativi di sviluppare tumore al polmone 
all’età di 70 anni erano rispettivamente il 10%, il 6%, il 3% ed il 2% [7]. Inoltre, i fumatori che 
hanno smesso da più di 15 anni hanno una riduzione del rischio di cancro ai polmoni dall’ 80% al 
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90% rispetto a coloro che continuano a fumare. La chemioprevenzione, che consiste nell’utilizzo 
di specifici agenti di tipo farmacologico o legati alla dieta al fine di prevenire il danno al DNA, 
fattore promuovente la cancerogenesi, può essere impiegata come strategia di prevenzione 
primaria, secondaria o terziaria. Tuttavia, sebbene diversi agenti chemiopreventivi abbiano 
dimostrato una buona efficacia nei trials clinici condotti, allo stato attuale non vengono utilizzati 
in clinica [8]. Tra gli interventi di prevenzione terziaria, il trattamento adiuvante finalizzato alla 
riduzione del rischio di recidiva viene spesso effettuato in pazienti affetti da carcinoma 
polmonare non a piccole cellule precedentemente sottoposti ad intervento chirurgico. Infatti, 
quest’ultimo non risulta sufficiente a garantire la guarigione dei pazienti in fase iniziale di 
malattia poiché la probabilità di recidiva interessa circa 1/3 dei pazienti sottoposti ad intervento 




I Calix[n]pirroli sono composti macrociclici di origine sintetica, costituiti da unità pirroliche 
legate tra loro in posizione 2,5 con atomi di carbonio quaternario [10]. Il meso-Octametil-
calix[4]pirrolo è conosciuto da oltre un secolo [11] ma l’interesse nei confronti di questa molecola 
e dei suoi derivati è aumentato rapidamente in seguito alla scoperta della loro capacità di formare 
complessi con anioni [10] e con molecole neutre [12] in grado di agire come accettori di legami 
idrogeno dalle unità NH pirroliche. A partire da questi lavori pionieristici, è stato sintetizzato un 
elevato numero di derivati calixpirrolici che sono stati studiati come ligandi selettivi per differenti 
anioni [13] [10], per effettuare separazioni cromatografiche HPLC [14] e per isolare e rimuovere 
determinate sostanze da soluzioni, quali ad esempio l’arsenito e l’arsenato da campioni di acqua 
[15]. Nonostante la rilevanza biologica delle loro proprietà di legame, i Calixpirroli sono stati 
principalmente studiati dal punto di vista chimico. Tuttavia, recentemente, Cafeo et al. hanno 
sottolineato la capacità del meso-p-aminofenilcalix[4]pirrolo di formare un complesso citotossico 
con il trans-platino (trans-Pt(II)). All’interno di tale complesso l’unità calixpirrolica sembra 
favorire il trasporto del platino al DNA attraverso il legame preliminare ai residui di fosfato della 
doppia elica [16]. Lo studio appena menzionato risulta essere il primo relativo all’impiego dei 
derivati calixpirrolici in campo biomedico, in particolare nell’ambito del drug-delivery. Inoltre, 
nello studio di Cafeo et al. non sono stati riscontrati effetti citotossici significativi ad opera del 
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calixpirrolo puro (non coniugato con trans-Platino) e delle sue subunità. Oltre a questa 
considerazione, è stato sottolineato come i derivati calixpirrolici opportunamente progettati 
possano essere in grado di legare anioni biologicamente rilevanti, influenzando quindi la vitalità 
cellulare, tramite l’alterazione del trasporto di queste specie attraverso le membrane. Infatti, 
mentre questa idea è stata perseguita da diversi gruppi di ricerca [17] [18], che focalizzavano il loro 
lavoro sugli effetti dei trasportatori di cloruri in relazione alla vitalità delle cellule, Cafeo et al. si 
sono concentrati sulla sintesi di recettori basati su calixpirroli al fine di legare altri anioni (bis-
carbossilati) rilevanti nella fisiologia del cancro [19] [20]. Allo stesso tempo è stato anche scoperto 
che il meso-octaetil-calix[4]pirrolo agisce come antagonista del recettore 30 accoppiato alle G 
protein (GPR30) in diversi modelli sperimentali, come le cellule di tumore mammario e i 
fibroblasti associati al cancro [21]. Quest'ultimo lavoro indica chiaramente che i calixpirroli 
meritino ulteriori indagini come potenziali farmaci a pieno titolo, anziché solamente come vettori 
di specie biologicamente attive. 
 
1.3. Obiettivo dello studio 
Alla luce dell’interesse nei confronti dei calixpirroli come molecole biologicamente attive, 
l’obiettivo del presente studio è stato quello di valutare l’efficacia di due derivati calixpirrolici 
altamente lipofili, qui denominati 107 e 563, nei confronti di diverse linee cellulari tumorali 
(polmone, mammella, ovaio e glioblastoma). Nell’ambito dello studio, un particolare interesse è 
stato rivolto al tumore polmonare poiché rappresenta a livello mondiale il tipo di neoplasia 
maggiormente frequente e la causa più comune di morte per tumore in tutto il mondo, con un 
tasso di sopravvivenza del 10% a 5 anni. Uno dei motivi di un tasso di sopravvivenza così basso 
risiede nella capacità di tale neoplasia di dar luogo all’insorgenza di metastasi e di recidive, 
queste ultime ricorrenti in circa 1/3 dei pazienti affetti da carcinoma polmonare non a piccole 
cellule e sottoposti a chirurgia radicale. Per tali ragioni, il presente studio si colloca nell’ambito 
della prevenzione terziaria, proponendosi di ridurre il rischio di recidiva tramite la valutazione in 
vitro ed in vivo dell’efficacia di molecole pirroliche. 
Oltre alle molecole 107 e 563 sono state indagate anche le proprietà del derivato 
calixpirrolico 452 poiché costituito da due unità para-acetamidiche (il doppio rispetto a quelle 
presenti in 107) e dei composti 118 e 813 in quanto frammenti dipirrilici delle molecole 107 e 
563, rispettivamente. Inoltre, per quanto riguarda la capacità di indurre danno al DNA, è stato 
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effettuato un confronto tra 107 e 563 e le molecole 274 e 391 poiché, per 274, ma non ancora per 
il suo isomero 391, è stata dimostrata precedentemente la capacità di intercalare il DNA [16].  
L’attenzione è stata focalizzata principalmente sui meccanismi molecolari messi in atto dai 
calixpirroli al fine di determinare morte cellulare. Infine, a completamento degli studi in vitro su 
colture cellulari, è stato effettuato uno studio preliminare in vivo per valutare l’organotropismo 
dei calixpirroli testati. 








Figura 2. Formule di struttura dei derivati calixpirrolici testati.  (1) Calix[4]pirrolo, molecola ca-





2. Materiali e metodi 
2.1.  Sintesi e caratterizzazione dei derivati pirrolici 
I solventi utilizzati nella sintesi di tutti i composti descritti, sono stati essiccati mediante 
l'utilizzo di setacci molecolari (diametro dei pori 4 Å) o seguendo procedure standard [22]. Il 
pirrolo è stato distillato prima dell'uso. Tutte le altre sostanze chimiche utilizzate erano reagenti 
standard e, quindi, sono state impiegate senza ulteriore purificazione. Le reazioni sensibili all'aria 
e/o all'umidità sono state condotte in atmosfera inerte (Argon). La cromatografia su strato sottile 
è stata effettuata su piastre di plastica Merck SiO2 60F254. I composti sono stati visualizzati 
tramite vanillina o mediante visualizzazione sotto luce UV. La cromatografia su colonna è stata 
condotta usando gel di silice (Aldrich, 230-400 mesh, 60 Å). Gli spettri NMR (1H e 13C) sono 
stati registrati su spettrometro Varian 500 con frequenza 500 e 125 MHz, rispettivamente; le 
risonanze protoniche residue del solvente (CD2Cl2) sono state utilizzate come valore di 
riferimento. Il solvente NMR è stato fornito in fiale sigillate e si è prestata attenzione a ridurre al 
minimo l'esposizione all'umidità. 
La sintesi e la caratterizzazione dei derivati del calix[4]pirroli 274 (meso-(4-aminophenyl)-
meso-hepta(methyl)calix[4]pyrrole) e 391 (meso-(3-aminophenyl)-meso-
hepta(methyl)calix[4]pyrrole) sono state eseguite come precedentemente riportato [G. Cafeo, et 
al., 2013; Anzenbacher, et al, 2000]. Per quanto riguarda i derivati 107 (meso-(4-
acetamidophenyl)-meso-hepta(methyl)calix[4]pyrrole) e 563 (meso-(3-acetamidophenyl)-meso-
hepta(methyl)calix[4]pyrrole) si è proceduto come segue: una soluzione (2 mL DCM) di 
acetilcloruro (31,1 mg, 0,4 mmoli) è stata gradualmente aggiunta ad una sospensione di 274 o 
391 (200 mg, 0,4 mmoli) con eccesso di K2CO3 in DCM (20 mL), a temperatura ambiente in 
atmosfera di argon. La reazione è stata monitorata mediante TLC (SiO2, DCM) fino alla 
completa scomparsa del materiale di partenza (30 min). La miscela di reazione è stata estratta con 
acqua (1 x 15 mL) e con una soluzione satura di NaHCO3 (1 x 15 mL). La fase organica ottenuta 
è stata quindi essiccata (MgSO4) e concentrata a pressione ridotta. Il prodotto è stato sottoposto a 
cromatografia su colonna (SiO2, DCM, DCM / EtOAc, 9: 1) e il solido bianco ottenuto è stato 
caratterizzato senza ulteriore purificazione.  
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Infine, per la sintesi del derivato 452 (10alpha, 20alpha)-10,20-bis(4-
acetamidophenyl)5,5,10,15,15,20-hexamethy-calix[4]pyrrole), una soluzione (2 ml DCM) di 
acetilcloruro (62,2 mg, 0,8 mmoli) è stata gradualmente aggiunta a una sospensione di 238 (10α, 
20β-bis(4-aminophenyl)-calix[4]pyrrole) (238,4 mg, 0,4 mmoli) in eccesso di K2CO3 in DCM 
(20 ml), a temperatura ambiente in atmosfera di argon. La reazione è stata monitorata mediante 
TLC (SiO2, DCM) fino alla completa scomparsa del materiale di partenza (30 min). La miscela 
di reazione è stata estratta con acqua (1 x 15 mL) e con una soluzione satura di NaHCO3 (1 x 15 
mL). La fase organica ottenuta è stata essiccata (MgSO4) e concentrata a pressione ridotta. Il 
prodotto è stato sottoposto a cromatografia su colonna (SiO2, DCM, DCM / EtOAc, 9: 1) ed il 
solido bianco ottenuto è stato caratterizzato senza ulteriore purificazione. Per ottenere le diverse 
soluzioni madre, i composti 107, 274, 391, 452 e 563 sono stati sciolti in DMSO (Sigma-Aldrich, 
Milano, Italia). Tutte le soluzioni madre sono state ulteriormente diluite in siero bovino fetale 
(Biosigma, Cona, Venezia, Italia) prime di essere testate sulle colture cellulari. 
 
Caratterizzazione NMR dei calixpirroli 107, 452 e 563  
 
Gli spettri NMR relativi alle molecole 107, 452 e 563 sono riportati in Figura 3. 
 meso-(4-acetamidophenyl)-meso-hepta(methyl)calix[4]pyrrole 107: resa 49% (108 mg); 
1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) d 1,48 (s, 3H, CH3), 1,50 (s, 6H, CH3), 1,52 (s, 3H, CH3), 
1,56 (s, 6H, CH3), 1,85 (s, 3H , CH3), 2,11 (s, 3H, COCH3), 5,65 (m, 2H, pirrolo b-CH), 
5,87 (m, 4H, pirrolo b-CH), 5,91 (m, 2H, pirrolo b-CH), 6,91 (Sistema AB, 2H, Ar-CH), 
7,13 (sb, 2H, pirrolo-NH), 7,23 (sb, 1H, NHCO), 7,27 (sb, 2H, pirrolo-NH), 7,34 (sistema 
AB, 1H, Ar CH); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) d 24,6, 27,6, 27,8, 28,2, 29,9, 30,1 
(CH3), 35,3, 35,3, 44,5 (Cq), 103,0, 103,0, 103,3, 106,1 (pirrolo-CH), 119,2, 128,1 ( Ar-
CH), 136.7, 137.7, 138.6, 138.8, 139.2, 144.0 (Cq), 168.4 (CO). 
 (10alpha,20alpha)-10,20-bis(4-acetamidophenyl)5,5,10,15,15,20-hexamethy-
calix[4]pyrrole 452: resa 47% (125 mg); 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) d 1,51 (s, 6H, 
CH3), 1,62 (s, 6H, CH3), 1,86 (s, 6H, CH3), 2,10 (s, 6H, COCH3), 5,63 (m, 4H , pirrolo 
b-CH), 5,92 (m, 4H, pirrolo b-CH), 6,89 (sistema AB, 4H, Ar-CH), 7,21 (sb, 2H, NHCO), 
7,30 (sb, 4H, pirrolo-NH) , 7,34 (sistema AB, 4H, Ar-CH); 13C NMR (125 MHz, 
CD2Cl2) d 24,4 (COCH3), 26,9, 27,4, 30,0 (CH3), 34,9, 44,2 (Cq), 103,1, 105,8 (pirrolo-
CH), 118,8, 127,8 (Ar-CH), 136,4, 138,4, 143,8 (Cq), 168,1 (CO). 
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 meso-(3-acetamidophenyl)-meso-hepta(methyl)calix[4]pyrrole 563: resa 46% (100 mg); 
1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) d 1,49 (s, 9H, CH3), 1,52 (s, 3H, CH3), 1,56 (s, 6H, CH3), 
1,87 (s, 3H, CH3), 2,07 (s, 3H , COCH3), 5,72 (m, 2H, pirrolo b-CH), 5,88 (m, 4H, pirro-
lo b-CH), 5,92 (m, 2H, pirrolo b-CH), 6,72 (d, 1H, Ar-CH) , 7,04 (s, 1H, Ar-CH), 7,19 (t, 
1H, Ar-CH), 7,23 (sb, 1H, NHCO), 7,34 (sb, 2H, pirrolo-NH), 7,35 (d, 1H, Ar -CH), 7,48 
(sb, 2H, pirrolo-NH); 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) d 24,5, 27,9, 27,9, 28,3, 29,9, 29,9 
(CH3), 35,3, 35,4, 44,9 (Cq), 103,0, 103,0, 103,1, 105,8 (pirrolo-CH), 118, 8, 120,1, 



























Figura 3. Spettri NMR dei calixpirroli. A1: Spettro parziale 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) del 
calixpirrolo 107; A2: Spettro 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) del calixpirrolo 107; B1: Spettro 
parziale 1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) del calixpirrolo 452; B2: Spettro 





CD2Cl2) del calixpirrolo 452; C1: Spettro parziale 
1H NMR (500 MHz, CD2Cl2) del calixpirrolo 
563; C2: Spettro 13C NMR (125 MHz, CD2Cl2) del calixpirrolo 563. 
 
2.2.  Preparazione delle nanoparticelle 
Nanoparticelle liposomiche (NPs) sono state preparate come descritto da Pulliero et al. [23] ed 
utilizzate alla concentrazione di 8 ug/mL. Prima di essere somministrate alle cellule, le NPs sono 
state incubate con le molecole 107 e 563 per 15 minuti a temperatura ambiente.  Infine, NPs pure 
sono state utilizzate come controlli. 
 
2.3. Colture cellulari 
Le linee cellulari umane H727 (tumore polmonare non a piccole cellule), A549 (carcinoma 
polmonare ad elevata aggressività), U87MG (glioblastoma) sono state acquistate dalla Banca 
Cellule Cell Factory dell'Ospedale Policlinico San Martino di Genova. Le cellule sono state 
coltivate rispettivamente in RPMI (Pan-Biotech, Aidenbach, Germania), in DMEM (Sigma-
Aldrich, Milano, Italia) ed in DMEM high glucose (Sigma-Aldrich, Milano, Italia), integrati con 
il 10% di siero fetale bovino (Euroclone, Milano, Italia), 2 mM di L-Glutammina (Euroclone, 
Milano, Italia) e l'1% di Penicillina-Streptomicina (Euroclone, Milano, Italia). 
Le linee cellulari umane di tumore mammario MCF7, ER+, e MDA-MB-231, ER-triplo 
negativo, (Cell Factory, Ospedale Policlinico San Martino, Genova) sono state coltivate in 
DMEM integrato con il 10% di siero fetale bovino, 2mM di L- Glutammina e 100 ug/ml di 
Penicillina-Streptomicina (Bio Whittaker Cambrex, Versiers, Belgio).  
La linea cellulare umana di tumore ovarico SKOV3 (ATCC, Manassas, VA) è stata coltivata in 
RPMI 1640 integrato con il 10% di siero fetale bovino, 2mM di L- Glutammina e 100 ug/ml di 
Penicillina-Streptomicina (Bio Whittaker Cambrex, Versiers, Belgio).  
Tutte le linee cellulari utilizzate sono state mantenute in incubatore alla temperatura di 37°C con 
il 5% di CO2. 
 
2.4. Esperimento di time-course 
L’esperimento di time-course è stato realizzato trattando le cellule A549 con i calixpirroli 
107 e 563 alla concentrazione di 5 uM. La reazione è stata bloccata a diversi tempi, dopo 3, 6, 12, 
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24 e 48 ore di trattamento. Le cellule sono state quindi fissate in Formalina, colorate con Cristal 
Violetto e la lettura dei campioni è stata effettuata utilizzando il fotometro per micropiastre 
(Multiskan FC, Thermo Scientific) alla lunghezza d’onda di 570 nm. La significatività statistica è 
stata calcolata mediante Test t di Student. 
 
2.5. Saggio di vitalità cellulare 
L’azione dei calixpirroli 107 e 563, utilizzati alle concentrazioni di 5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 
uM e 50 uM, è stata determinata tramite saggio MTT su cellule di tumore polmonare (A549 e 
H727), di glioblastoma (U87MG), tumore mammario (MCF7 e MDA-MB-231) ed ovarico 
(SKOV3). Le cellule sono state seminate in piastre da 96 micropozzetti a fondo piatto ad una 
densità di 6x103 cellule per pozzetto in 100 uL di terreno di coltura. Il giorno seguente, 100 uL di 
terreno di coltura contenente differenti concentrazioni (5 uM - 50 uM) dei calixpirroli 107 e 563 è 
stato aggiunto alle cellule e lasciato in incubazione per 24 ore. I controlli sono stati realizzati 
utilizzando DMSO a differenti concentrazioni (0.05 %, 0.1%, 0.5%, 1%, vol/vol in terreno). I 
risultati sono espressi come percentuale rispetto ai controlli. Gli effetti delle NPs coniugate con 
107 e 563 sono stati testati solamente sulle cellule della linea tumorale polmonare H727. Per le 
cellule trattate con le NPs è stato utilizzato il terreno di coltura OptiMEM (Life Technologies, 
Carlsbad, California, Stati Uniti), al fine di impedire la precipitazione delle NPs stesse. NPs prive 
delle molecole 107 e 563 sono state utilizzate come controllo. 
Allo scadere delle 24 ore di trattamento, sono stati aggiunti 10 uL della soluzione stock MTT 
(bromuro di 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio5 mg/mL Sigma-Aldrich, Milano, 
Italia) e si è proceduto con un tempo di incubazione di 3 ore. Trascorse le 3 ore, il terreno di 
coltura contenete MTT è stato rimosso ed il precipitato di formazano è stato risospeso in 100 uL 
di DMSO. La lettura dei campioni è stata effettuata utilizzando il fotometro per micropiastre 
(Multiskan FC, Thermo Scientific) alla lunghezza d’onda di 570 nm. Per ogni condizione 
sperimentale sono stati effettuati 8 replicati e sono state calcolate media e deviazione standard. La 
significatività statistica è stata calcolata mediante Test t di Student. 
 
2.6. Studio di farmacocinetica utilizzando la frazione metabolica S12 
Le cellule di carcinoma polmonare della linea A549 sono state seminate in piastre da 96 
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micropozzetti a fondo piatto ad una densità di 6x103 cellule per pozzetto in 100 uL di terreno di 
coltura DMEM (Sigma-Aldrich, Milano, Italia). Il giorno seguente, i calixpirroli 107 e 563, 
entrambi alla concentrazione di 5 uM, sono stati aggiunti individualmente ad una “soluzione 
mix” contenente acqua deionizzata (33,2% v/v), tampone fosfato salino (PBS, 50% v/v, 
Euroclone, Milano, Italia), nicotinammide adenina dinucleotide fosfato (NADP, 4% v/v, Sigma-
Aldrich, Milano, Italia), glucosio 6-fosfato (G6P, 0,5% v/v, Sigma-Aldrich, Milano, Italia), 
MgCl2 (2% v/v, BDH, VWR International, Milano, Italia) e la frazione epatica S12 (10.3% v/v) 
[24]. Le soluzioni contenenti ciascuna un calixpirrolo (alternativamente 107 o 563) sono state 
incubate a 37 °C per 30 minuti. Le cellule sono state sottoposte a trattamento con queste 
soluzioni per un periodo di tempo pari a 12 ore. Come condizioni controllo sono state utilizzate 
cellule A549 con lo 0.05% di DMSO e cellule con la sola “soluzione mix” priva delle molecole 
calixpirroliche. La significatività statistica è stata calcolata mediante Test t di Student. 
 
 
2.7.  Saggio con Annessina V 
Le cellule A549, seminate in piastre da 6 pozzetti a fondo piatto ad una alla densità di 2x105 
cellule per pozzetto con 1 mL di terreno di coltura DMEM (Sigma-Aldrich, Milano, Italia), sono 
state trattate per 24 ore con i calixpirroli 107 e 563 alla concentrazione di 5 uM. Trascorse le 24 
ore di trattamento è stato effettuato il saggio Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay al fine di 
identificare il principale meccanismo di morte cellulare. Brevemente, le cellule sono state 
staccate da ogni pozzetto per ottenere una sospensione cellulare e 100 uL di questa sospensione è 
stata aggiunta ad un’uguale quantità di reagente Muse™ Annexin V & Dead Cell (BD 
Biosciences Pharmingen 2350 Qume Drive San Jose, California, USA). I campioni sono stati 
vortexati a velocità media per 3-5 secondi e successivamente si è proceduto con la loro 
colorazione effettuata al buio e a temperatura ambiente per 20 minuti. Infine, i campioni sono 
stati analizzati al citofluorimetro (FACS Canto II cytometer, Becton Dickinson BD). 
 
 
2.8. Comet Test 
Le cellule A549, seminate in piastre da 6 pozzetti a fondo piatto ad una alla densità di 2x104 
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cellule per pozzetto con 1 mL di terreno di coltura DMEM (Sigma-Aldrich, Milano, Italia), sono 
state trattate con le molecole 107, 274, 391 e 563 alla concentrazione di 5 uM. Dopo 24 ore di 
trattamento, le cellule sono state dissociate tramite l’utilizzo dell’enzima tripsina (Euroclone, 
Milano, Italia), centrifugate a 1000 rpm per 5 minuti, risospese in agarosio low-melting-point 1% 
(w/v) a una concentrazione di 1x104 cells/mL, applicate sulla superficie di un vetrino da 
microscopio e lasciate a 4 °C per 5 minuti per formare un microgel. I vetrini sono stati poi 
immersi in un buffer di lisi (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 10) a cui sono 
stati aggiunti l’% Triton X-100 ed il 10% DMSO e sono stati lasciati overnight a 4°C. Al fine di 
svolgere la doppia elica del DNA e di effettuare la corsa elettroforetica, è stata preparata una 
soluzione alcalina (0.3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH 13). L’elettroforesi è stata effettuata a 300 
mA e 25 V. Dopo la fase di neutralizzazione, i vetrini sono stati disidratati con etanolo assoluto. 
L’analisi dei campioni è stata effettuata in seguito a colorazione dei vetrini con etidio bromuro (2 
ug/ml in H2O) utilizzando un microscopio a fluorescenza, con ingrandimento 200 X (Leica 
Microsystem, Mannheim, Germania), dotato di fotocamera digitale. Le immagini di almeno 100 
nuclei selezionati in maniera casual sono state acquisite ed analizzate attraverso il software CASP 
(Project, http://www.casp.sourceforge.net). 
Il danno al DNA (siti alcalino-labili e rotture del DNA sia a doppio che a singolo filamento) è 
stato quantificato in termini di percentuale di DNA contenuto nelle code delle comete (% tail 
DNA). Tutti i risultati sono stati espressi come media ± SD. La significatività statistica è stata 
valutata mediante ANOVA test e test t di Student [25]. 
 
 
2.9. Addotti al DNA 
Le cellule A549, coltivate in due fiasche per colture cellulari delle dimensioni di 75 cm2, 
sono state trattate per 24 ore, una con il calixpirrolo 107 e l’altra con 563, entrambi alla 
concentrazione di 5 uM. Cellule coltivate in una terza fiasca per colture cellulari delle stesse 
dimensioni delle precedenti e prive di trattamento sono state utilizzate come controllo. Le cellule 
sono state dissociate dalle fiasche utilizzando l’enzima tripsina e il DNA è stato estratto secondo 
le istruzioni riportate nel kit commerciale (GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, 
Sigma-Aldrich, Milano, Italia). In seguito ad estrazione in butanolo, sono stati saggiati tramite 32P 




2.10.  Analisi di espressione dei microRNA 
Le cellule A549, coltivate in due fiasche per colture cellulari delle dimensioni di 75 cm2, 
sono state trattate per 24 ore, una con il calixpirrolo 107 e l’altra con 563, entrambi alla 
concentrazione di 5 uM. Cellule coltivate in una terza fiasca per colture cellulari delle stesse 
dimensioni delle precedenti e prive di trattamento sono state utilizzate come controllo. L’RNA 
totale è stato estratto dalle cellule secondo quanto riportato nelle istruzioni del kit commerciale 
(miRNeasy, Qiagen, Valencia, CA, USA). Dopo l’estrazione l’RNA è stato eluito in 80 uL di 
acqua ultrapura. La quantità e la purezza dell’RNA estratto sono state valutate mediante lo 
spettrofotometro a fibre ottiche (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). 
Per valutare l’espressione dei microRNA, è stato utilizzato il kit commerciale 7th generation 
miRCURY LNA™ microRNA Array (Exiqon, Vedbaek, Danimarca), che contiene 3100 sonde di 
cattura che coprono uomo, topo e ratto. Nello specifico, questo microarray analizza l’espressione 
di 1928 microRNA umani. L’RNA totale di ogni campione è stato marcato utilizzando il kit 
commerciale Label IT® miRNA Labeling Kits, version 2 (Mirus Bio, Madison, WI, USA) e 
seguendo il protocollo standard indicato nelle istruzioni. L’RNA totale (500 ng) è stato mescolato 
con 10 uL di buffer di marcatura10X, 4 uL di reagente Label IT (contenente i traccianti 
fluorescenti Cy 3 o Cy 5) e acqua fino a raggiungere 86 uL. I campioni sono stati incubati a 36°C 
per 1 ora e la reazione è stata bloccata aggiungendo 10 uL di Stop Reagent. I campioni marcati 
differentemente con Cy3o con Cy5 sono stati purificati su colonna cromatografica ed eluiti in 25 
uL di Elution buffer. In seguito, sono stati aggiunti 25 uL di 2× hybridization solution (EXIQON, 
Denmark) e la miscela ottenuta è stata denaturata a 65°C per 3 minuti. La miscela è stata quindi 
trasferita sui vetrini per microarray e coperta con vetrini coprioggetto. L’ibridazione è stata 
realizzata su GlassArray Hybridization Cassettes (Invitrogen Ltd, Paisley, UK) in un bagnetto 
termostatato a 37°C per 16 ore e successivamente è stata effettuata una sequenza di lavaggi. 
L’array è stato fatto asciugare tramite centrifugazione e scansionato con uno scanner a laser 
(ScanArray, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) per rilevare i segnali fluorescenti prodotti da ogni 





2.11.  Simulazione di docking in silico  
Le simulazioni di docking sono state eseguite impiegando il software Autodock v.4.2.2. [28], 
utilizzando i parametri standard suggeriti dal programma. E’stata utilizzata una griglia di ricerca 
che racchiudesse l'intera superficie del frammento di DNA modello. La simulazione è consistita 
in 100 iterazioni di calcolo tramite un Algoritmo Genetico "Lamarckiano". Le posizioni di 
docking generate sono state classificate in ordine crescente di valori di energia di interazione. Le 
soluzioni sono state raggruppate in "cluster" in base a un valore di cut-off sullo spostamento 
quadratico medio (RMSD) pari a 2,0 Å. In questo modo, è stato possibile asserire che la 
posizione di 107 corrispondente al valore minimo di energia del cluster più popolato corrisponda 
all'interazione più probabile della molecola con il DNA. 
Come bersaglio molecolare nelle simulazioni di docking è stata usata la struttura tridimensionale 
di un frammento di DNA determinata mediante cristallografia a raggi X. La struttura della 
molecola 107 è stata disegnata e minimizzata energeticamente utilizzando il programma 
MarvinSketch [ChemAxon ltd, Budapest, Hu]; nelle simulazioni, il composto 107 è stato 
considerato un'unità flessibile (la rotazione di tutti i possibili angoli rotazionali è stata lasciata 
libera) mentre il frammento di DNA è stato considerato come un oggetto rigido. La Figura 12 è 
stata disegnata utilizzando il programma Chimera [29]. 
 
2.12.  Studio preliminare in vivo 
Sulla base dell’efficacia osservata in vitro, il calixpirrolo 107 è stato scelto per realizzare gli 
studi in vivo. La sfida principale è stata riuscire a trovare un solvente, non tossico per il topo, in 
cui fosse possibile sciogliere 107. A questo scopo, sono stati effettuati test di solubilità 
utilizzando diversi solventi, come olio di oliva, glicole propilenico (PEG), nanoparticelle 
liposomiche, soluzione acquosa di cloruro di sodio 2M e dimetil solfossido (DMSO). Utilizzando 
separatamente tutti questi solventi, anche se la soluzione veniva scaldata, sono state ottenute delle 
sospensioni della molecola 107, fatta eccezione per il DMSO. Come osservato precedentemente 
in vitro, il DMSO è in grado di sciogliere il calixpirrolo 107 ma se utilizzato a concentrazioni 
superiori al 10% risulta tossico per il topo. Per tale ragione, sono state preparate due soluzioni, 
entrambe contenenti il 10% di DMSO: la prima era costituita da PBS e la seconda da 
nanoparticelle liposomiche. In entrambi i casi è stata osservata la formazione di un precipitato 
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bianco. Infine, è stata preparata una soluzione di DMSO al 10% in olio di oliva ed è stata 
osservata una completa dissoluzione della molecola 107.   
Per gli studi in vivo sono stati utilizzati topi A/J e, al fine di determinare la concentrazione 
ideale del calixpirrolo 107 da iniettare nei topi, è stato utilizzato il Web Server PROTOX 
(http://tox.charite.de/tox/index.php?site=home) che ha suggerito per la molecola 107 una LD50 
per via orale di 920 mg/kg nei roditori. In primo luogo, dal momento che è stato deciso di non 
somministrare 107 per via orale ma per via parenterale, si è partiti con la somministrazione di una 
dose minore di tale molecola (5 mg/Kg). In seguito, la concentrazione di 107 è stata aumentata 
prima di 5 e poi di 50 volte, cambiando la via di somministrazione da sottocutanea ad 
intraperitoneale. 
 
2.13.  Analisi HPLC/massa 
Al fine di determinare la presenza del calixpirrolo 107 in differenti organi e tessuti del topo, 
è stata effettuata un’analisi cromatografica HPLC accoppiata ad un’analisi di spettrometria di 
massa (HPLC/MS). A questo scopo, sono stati iniettati sottocute nel topo 228 mg/Kg di 107 e 
dopo 5 giorni l’animale è stato sacrificato e sono stati prelevati i seguenti organi e tessuti: cuore, 
polmoni, cervello, milza, omento, rene, fegato e tessuto sottocutaneo dorsale corrispondente al 
sito di iniezione. La stessa quantità (87 mg) di ogni organo è stata utilizzata per effettuare 
l’analisi HPLC/MS. Secondo il protocollo [30], ogni campione è stato risospeso in acqua (10 
ug/mg) e omogenato per 3 minuti alla frequenza di 30 s-1 utilizzando lo strumento TissueLyser 
(Qiagen, Hilden, Germania). In seguito, è stato aggiunto etanolo ad ogni campione (rapporto: 2/3 
etanolo and 1/3 omogenato). Il campione è stato quindi vortexato, centrifugato a 13.200 rpm per 
10 minuti e d è stato raccolto il surnatante. Questa fase è stata ripetuta utilizzando un uguale 
volume di etanolo ed omogenato. I surnatanti sono stati conservati a – 80°C fino al momento 
dell’analisi. Al fine di determinare la biodistribuzione del composto 107 nell’organismo del topo, 
3 ml del campione in esame sono stati iniettati su una colonna di 1.0 mm x 150 mm, particelle 
Symmetry 300 C18 (Waters Corp., Milford, MA) con pori di dimensioni di 300 Å. I buffer di 
eluizione erano costituiti rispettivamente di 95% di acqua - 5% di acetonitrile (eluente A) e 5% di 
acqua - 95% di acetonitrile (eluente B), entrambi contenenti lo 0,1% di acido formico. Il flusso è 
stato impostato a di 20 μl / minuto ed il processo condotto a 25 C. Il processo di eluizione è stato 
isocratico con eluente B al 50% per 10 minuti seguita da un gradiente lineare con eluente B 
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crescente dal 50% al 100% in 20 minuti. B è stato mantenuto al 100% per 10 ulteriori minuti e, 
infine, riportato al 50% con un gradiente lineare in 2 minuti. Il tempo di riequilibrio con il 
solvente B al 50% è stato di 10 minuti. Dopo la separazione HPLC, l'eluente è stato inviato 
direttamente a un TOF-MS Agilent 6210 dotato di una sorgente elettrospray di ioni. Gli spettri di 
massa a scansione totale negativa sono stati registrati utilizzando il software Mass Hunter di 
Agilent nell'intervallo di massa di m/z 100-1000. Sono stati applicati i seguenti parametri 
operativi: tensione capillare: 3000 V; pressione del nebulizzatore: 20 psig; gas di essiccazione: 5 
L / min; temperatura del gas: 300 ° C; tensione del frammentatore: 3500 V; tensione dello 
skimmer: 60 V; ottapolo RF: 250 V. I dati di scansione completa sono stati elaborati utilizzando 
l'analisi qualitativa di MassHunter di Agilent, ver. B.02.00 software. La quantità di composto 107 










3.1.  Valutazione in vitro della citotossicità dei derivati calixpirrolici 
 
L’esperimento di time-course effettuato su cellule di carcinoma polmonare ad alta 
aggressività della linea A549 (figura 4) ha mostrato che, in seguito a trattamento con entrambe le 
molecole pirroliche, 107 e 563, si verifica un elevato tasso di mortalità (misurato tramite metodo 
di colorazione con Cristal Violetto) dopo 24 ore di trattamento mentre dopo 3, 6 e 12 ore non è 
ancora possibile rilevare effetti citotossici significativi. Al contrario, dopo 48 ore di trattamento la 
mortalità risulta pari al 100%.   
Sulla base di tali premesse, nel presente studio sono state valutate in vitro le proprietà citotossiche 
di differenti derivati calixpirrolici (qui denominati 107, 452 e 563) nei confronti di linee cellulari 
tumorali polmonari, mammarie, ovariche e di glioblastoma. Nello studio sono state incluse anche 
le molecole 118 e 813 poiché rappresentano frammenti dipirrilici dei derivati 107 e 563, 
rispettivamente. La tabella 1 riassume l’attività citotossica (rappresentata come percentuale di 





Figura 4 – Effetti delle molecole 107 e 563 sulla vitalità cellulare (Cristal violetto). Linea 
cellulare di carcinoma polmonare A549 trattata con calixpirrolo 107 (linea blu) e con calixpirrolo 
563 (linea arancione) alla concentrazione di 5 uM. Nel grafico risulta visibile un decremento 
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tempo-dipendente della vitalità cellulare confrontato con il controllo (vitalità pari al 100%). *** 
P<0.001; ** P<0.01; * P<0.05 
 
Tabella 1. Concentrazione delle molecole calixpirroliche necessaria ad indurre una diminuzione 
del 50% della vitalità cellulare. Il colore sullo sfondo indica l’efficacia della molecola su una 






Il saggio MTT effettuato su cellule di tumore polmonare della linea H727 (Figura 5, 
pannello A) mostra che i composti 107 e 563 risultano efficaci nel ridurre la vitalità cellulare già 
alla dose minore (5 uM), senza presentare particolari differenze di comportamento tra le diverse 
dosi testate. L'utilizzo di nanoparticelle di natura lipidica (NPs) volto ad incrementare la 
captazione delle molecole pirroliche da parte delle cellule non si è dimostrato efficace, 


















































50<d<100 N.T. 50<d<100 N.T. N.T. N.T. N.T. 24.0 
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determinando, al contrario, una riduzione dell'efficacia delle molecole 107 e 563 (Figura 5, 
pannello B). Questa osservazione può essere dovuta all'elevata lipofilicità dei derivati pirrolici 
testati. Infatti, tali molecole si trovano in uno stato energetico più favorevole quando sono situate 
all'interno delle NPs rispetto all'ambiente acquoso della cellula. 
In relazione alla riduzione della vitalità cellulare, i derivati pirrolici 107 e 563 si sono mostrati 
leggermente più efficaci su cellule tumorali polmonari scarsamente differenziate (A549) rispetto 
a quelle maggiormente differenziate (H727) (Figura 5, pannello C e Tabella 1 riga 2). 
 I test MTT sono stati eseguiti anche su cellule di glioblastoma (U87MG), cellule di tumore 
mammario (MCF-7 e MDA-MB-231) ed ovarico (SKOV-3). Come mostrato in Figura, le 
molecole 107 e 563 risultano scarsamente efficaci sulle cellule della linea U87MG (Figura 5, 
pannello H). Considerando le cellule di tumore mammario (MCF-7 e MDA-MB-231), 107 e 563 
hanno mostrato la loro efficacia maggiore dopo 48 ore di trattamento a concentrazioni comprese 
tra 10 uM e 30 uM, con una maggiore efficacia per quanto riguarda la molecola 563 (Figura 5, 
pannelli E ed F). Tale attività sembra indipendente dallo stato recettoriale della linea cellulare 
testata (le cellule MCF-7 sono positive al recettore degli estrogeni (ER+) mentre le MDA-MB231 
sono triplo negative) ed è limitata alle dosi comprese tra 5 uM e 10 uM. In ogni caso, 107 e 563 
risultano notevolmente più efficaci nei confronti della linea cellulare di tumore ovarico SKOV3 
dopo 48 ore di trattamento (Figura 5, pannello G) rispetto alle linee MCF-7 e MDA-MB-231. In 
particolare, la molecola 563 sembra maggiormente efficace di 107 nei confronti di queste linee 
cellulari, con una vitalità del 50% alla concentrazione di 10 uM della molecola somministrata. 
 Il derivato calixpirrolico 452 è stato testato poiché contiene due unità para-acetamidiche che 
rappresentano due delle frazioni che contribuiscono a determinare le proprietà citotossiche di 
107. Pertanto, è risultato di notevole interesse stabilire se 452 mostrasse una maggiore attività 
citotossica rispetto a 107. Al fine di effettuare tale confronto, è stato eseguito un saggio MTT in 
seguito a trattamento delle cellule di carcinoma polmonare A549 con la molecola 452 poiché 
questa linea cellulare è risultata quella maggiormente interessata dall’efficacia di 107. Dopo 24 
ore di trattamento, non sono stati rilevati effetti citotossici significativi neanche alla 







Figura 5 – Saggio MTT effettuato su differenti linee cellulari tumorali. Pannello A: linea 
cellulare di tumore polmonare H727 trattata con le molecole 107 e 563; Pannello B: linea 
cellulare di tumore polmonare H727 trattata con nanoparticelle liposomiche e con le molecole 
107 e 563; Pannello C: linea cellulare di carcinoma polmonare A549 trattata con le molecole 107 
e 563; Pannello D: linea cellulare di carcinoma polmonare A549 trattata con la molecola 452; 
Pannello E: linea cellulare di tumore mammario MCF-7 trattata con le molecole 107 e 563; 
Pannello F: linea cellulare di tumore mammario MDA-MB231 trattata con le molecole 107 e 
563; Pannello G: linea cellulare di tumore ovarico SKOV3 trattata con le molecole 107 e 563; 
Pannello H: linea cellulare di glioblastoma U87MG trattata con le molecole 107 e 563. 
Le cellule a semiconfluenza sono state trattate con le molecole 107, 563 e 452 a differenti 
concentrazioni (5, 10, 20, 30, 50 uM) per 24 (pannelli A-D e H) o 48 ore (Pannelli E-G). Il 
controllo corrisponde al 100%. ***P<0.001; ** P<0.01; * P<0.05 
 
 
Le molecole 118 e 813, che rappresentano due frammenti dipirrilici di 107 e 563, sono 
risultate anche esse inattive nei confronti delle cellule A549 (Figura 6). Questi dati indicano che 
la porzione calix[4]pirrolica ed il gruppo sostituente  meso-acetanilide siano entrambi 
componenti necessari a garantire le proprietà citotossiche di 107 e 563. 
 
 
Figura 6. Saggio MTT effettuato su cellule di carcinoma polmonare della linea A549. Le cellule 
sono state trattate per 24 ore con le molecole 118 e 813 alla concentrazione di 5 uM. Il controllo 





Dal confronto tra i risultati ottenuti con Cristal Violetto (Figura 4) e quelli derivanti dai 
saggi MTT (Figura 5) sono state riscontrate alcune differenze. Infatti, nelle cellule A549 la 
molecola 107 alla concentrazione di 5 uM e dopo 24 ore di trattamento è risultata maggiormente 
efficace nell'ostacolare la funzione mitocondriale (MTT) più che nel determinare morte cellulare 
(CV). Questa osservazione è riconducibile al fatto che il danno mitocondriale è un prerequisito 
per la morte cellulare e solamente una parte delle cellule che presentano alterazioni a livello 
mitocondriale va incontro ad apoptosi o necrosi. 
 Per fare luce sul metabolismo dei derivati pirrolici, è stata esaminata l'influenza della 
frazione epatica S12 sull'efficacia delle molecole 107 e 563. Come mostrato in Figura 7, S12 
diminuisce notevolmente la capacità del pirrolo 107 di determinare morte nelle cellule A549 
(colonne rosse) rispetto a quanto accade in assenza di S12 (colonne blu). Questa osservazione 
indica che 107 non necessita di attivazione metabolica poiché risulta già di per sé attivo al 
momento della somministrazione. D'altra parte, la molecola 107 è sottoposta a reazioni 
metaboliche di Fase II che riguardano la detossificazione ed il catabolismo dei farmaci. Di 
conseguenza, queste molecole, in vivo, non possono essere somministrate per via orale ma per via 
parenterale, utilizzando iniezioni subcutanee. La somministrazione per via endovenosa non 
dovrebbe essere effettuata a causa della elevata lipofilicità di tali composti che potrebbe 






Figura 7 – Saggio MTT effettuato su cellule di carcinoma polmonare della linea A549 trattate 
con il calixpirrolo 107 in presenza ed in assenza della frazione epatica S12. Tempo di trattamento: 
12 ore. *** P<0.001; ** P<0.01; *P<0.05 
 
  
L'efficacia dei macrocicli pirrolici nell'inibire la vitalità delle cellule A549 è stata confrontata 
con quella del farmaco chemioterapico Tassolo. Le cellule sono state trattate con 107 e Tassolo 
per 12 ore poiché tale tempo di trattamento viene solitamente applicato per testare farmaci 
chemioterapici ad elevata citotossicità, come appunto il Tassolo. 
I risultati ottenuti evidenziano una maggiore efficacia del composto 107 rispetto al Tassolo 






Figura 8 - Saggio MTT effettuato su cellule di carcinoma polmonare della linea A549 trattate per 
12 ore con il calixpirrolo 107 o con Tassolo. Il controllo corrisponde al 100%. P<0.001;  
 
 
 In seguito alla valutazione delle proprietà citotossiche delle molecole 107 e 563 nei confronti 
delle linee cellulari tumorali precedentemente menzionate, è stato indagato il meccanismo 
attraverso il quale si verifica morte cellulare. Tale lavoro è stato limitato alle cellule di carcinoma 
polmonare A549 poiché questa linea cellulare è risultata quella maggiormente interessata dagli 
effetti citotossici dei calixpirroli testati. L'analisi citofluorimetrica ha indicato l'apoptosi come 
meccanismo principale di morte cellulare in seguito al trattamento delle cellule con i calixpirroli 
107 e 563. Infatti, le cellule trattate con il composto 107 mostrano il 38.80% di apoptosi totale 
(9.05% apoptosi precoce e 29.75% apoptosi tardiva) ed il 9.30% di necrosi. Nella stessa linea 
cellulare, la molecola 563 determina il 23.45% di apoptosi totale (10.25% di apoptosi precoce e 






Figura 9 -  Saggio MuseTM con Annessina V. In figura sono riportati 4 grafici che rappresentano 
le diverse condizioni sperimentali (K: controllo; DMSO: cellule trattate con lo 0.5% di DMSO; 
calixpirrolo 563: cellule trattate con 5 uM di 563 per 24 ore; calixpirrolo 107: cellule trattate con 
5 uM di 107 per 24 ore). 
Ogni grafico è suddiviso in 4 quadranti che riflettono le differenti condizioni cellulari: il 
quadrante in alto a sinistra contiene le cellule morte per necrosi, quello in alto a destra le cellule 
che sono andate incontro ad apoptosi tardiva (cellule positive ad Annessina V e al marker di 
morte cellulare 7-Aminoactinomicina D), il quadrante in basso a sinistra contiene cellule vive e 
quello in basso a destra le cellule che sono andate incontro ad apoptosi precoce (cellule positive 
solamente all’Annessina V). 
 
 
Al fine di valutare la presenza di eventuali danni al DNA, rappresentati da frammentazione, 
è stato effettuato un Comet Test utilizzando le cellule della linea di carcinoma polmonare A549 
trattate per 24 ore con i derivati calixpirrolici 107, 274, 391 e 563. Questa analisi (Figura 10) ha 
evidenziato una frammentazione del DNA in cellule trattate con la molecola 107 che ha la 
capacità di indurre un ingente danno al DNA a tutte le concentrazioni testate. Considerando il 
calixpirrolo 563, la sua efficacia nell'indurre la frammentazione del DNA è particolarmente 
evidente quando la molecola è utilizzata alle concentrazioni maggiori. 
Le cellule trattate con le molecole 274 e 391 presentano una frammentazione del DNA molto 







Figura 10 – Comet test per la valutazione della frammentazione del DNA attraverso la 
quantificazione della percentuale di DNA contenuta nelle code dei nuclei delle cellule di 
carcinoma polmonare della lineaA549 in seguito a trattamento alcalino e ad elettroforesi su 
singola cellula. Le fotografie presenti nella porzione superiore della figura mostrano la 
distribuzione del DNA nelle code delle comete, in relazione i vari trattamenti effettuati (A: 
controllo; B: 563, 5 uM; C: 107, 5 uM; D: 391, 5 uM; E: 274, 5 uM). 
Il pannello F riporta la percentuale di DNA frammentato (% DNA in tail) in ogni condizione 
sperimentale testata. I risultati sottolineano la capacità dei calixpirroli 107 e 563 di indurre la 
frammentazione del DNA. 
 
 
La capacità dei derivati pirrolici 107 e 563 di legare il DNA formando addotti è stata 
determinata mediante postlabelling con 32P [17] (Figura 11). 
Il DNA viene depolimerizzato in singoli nucleotidi, gli addotti vengono estratti attraverso lavaggi 
con butanolo saturato con acqua e marcati con 32P utilizzando AT-gamma-32P come donatore e T4 
nucleotide chinasi. Gli addotti marcati con 32P vengono separati tramite cromatografia 
multidirezionale su strato sottile effettuata su fogli di cellulosa rivestiti di polietilenimmina 
utilizzando buffer a base di sodio fosfato ed urea. L'identificazione degli addotti avviene tramite 
autoradiografia elettronica secondo quanto riportato da Izzotti et al. [31] [32]. 
L'analisi comparativa del pattern di addotti al DNA tra controlli e cellule trattate con i composti 
pirrolici 107 e 563 ha mostrato la formazione di specifici addotti al DNA solamente nelle cellule 
sottoposte a trattamento con le molecole pirroliche. Tali addotti sono cerchiati in bianco in Figura 
11. Essi sono caratterizzati da una scarsa capacità di migrare durante la cromatografia, fatto che 
indica che si tratta di addotti formati dal legame al DNA di una struttura molecolare ingombrante, 
riconducibile quindi al legame dei calixpirroli. Inoltre, l'arricchimento in butanolo effettuato 
durante la fase di estrazione li identifica come addotti altamente lipofili, una caratteristica 
concorde con la lipofilicità delle molecole pirroliche testate. La capacità dei calixpirroli di 
formare addotti al DNA rilevata con il postlabelling è stata confermata dall'analisi bioinformatica 







Figura 11 – Rilevamento della presenza di addotti al DNA in cellule di carcinoma polmonare 
della linea A549 controllo (Lastra A), trattate con il calixpirrolo 107 (Lastra B) o con il 563 
(Lastra C). Gli addotti sono stati marcati con 32P e purificati tramite cromatografia 
multidirezionale su strato sottile la cui origine è situata nell’angolo in basso a sinistra. Gli addotti 
(cerchiati in bianco) sono identificati come spot radioattivi (neri) tramite autoradiografia 
elettronica con fosforo imager. 
OR, origine della cromatografia su strato sottile; 
D2, direzione del secondo sviluppo della cromatografia (urea buffer pH= 3.5); 
D3, direzione del terzo sviluppo della cromatografia (urea buffer pH= 8.5); 
D1 and D4 sono gli sviluppi nei washing buffer di sodio fosfato La direzione di sviluppo D1 è 
opposta a D2.  La direzione di sviluppo D4 è la stessa di D3. La striscia nera e le aree sulla destra 
corrispondono al bordo finale della cromatografia. 
 
 
La capacità dei derivati calixpirrolici di legare gruppi fosfato attraverso legami idrogeno 
multipli, anche quando tali gruppi si trovano all’interno di nucleotidi, è ben documentata per un 
certo numero di analoghi di 107 e di 563 [20]. Tuttavia, gli addotti al DNA osservati in questo 
lavoro sono covalenti. La formazione di tali legami potrebbe essere assistita e/o promossa dal 
legame iniziale della porzione di calix al fosfato del DNA, portando in stretta prossimità le 
nucleobasi e l'unità acetamidica del calix (o un suo metabolita attivo). Infatti, l'ammina aromatica 
e molti dei suoi derivati sono noti per la loro capacità di formare legami covalenti con le basi del 
DNA [21]. Esperimenti di docking in silico [28] indicavano che 107 avesse la potenzialità di 
intercalare il solco maggiore del DNA posizionando l’ammide molto vicino ad un atomo di azoto 
adeninico (3.7Å).  
La simulazione effettuata nel presente lavoro utilizzando il software Autodock ha dimostrato che 
107 intercala il DNA con il suo scheletro calix[4]pirrolico e con la sua catena laterale acetilata 
punta dritto verso due nucleobasi adeniniche consecutive. La porzione acetilata di 107 viene così 
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a trovarsi particolarmente vicina all'atomo di azoto di una di queste adenine (Figura 12). Il 
particolare ambiente presente nel nucleo della cellula e la pKa delle basi azotate, in particolare 
quella di adenina e timina, consentono di ipotizzare che la parte acetilata della catena laterale di 
107 sia trasferita dal calixpirrolo all'azoto di tale nucleobase. Il DNA acetilato così formato 





Figura 12 – Modello di legame del calixpirrolo 107 al DNA ottenuto tramite simulazione 
molecolare in silico. Pannello A: localizzazione del sito di legame di 107 (disegnato in verde) 
all’interno del filamento di DNA.  La porzione contornata dal quadrato in rosso è riportata nel 




Oltre a considerare l’interazione con il DNA, il presente lavoro si è proposto di valutare gli 
effetti epigenetici determinati dall’azione dei derivati calixpirrolici tramite analisi dei microRNA. 
Tale analisi ha rilevato che il trattamento delle cellule A549 con 107 modifica notevolmente 
l'espressione dei microRNA (Figura 13). Infatti, gli scatter plots sottolineano come numerosi 
microRNA cambino i loro livelli di espressione di oltre due volte nelle cellule trattate (asse 
verticale) rispetto ai controlli (asse orizzontale), come indicato dai numerosi dots posizionati 
all'esterno dell'intervallo di variazione rappresentato dalle linee verdi diagonali. 
L'analisi Volcano plot, che considera due criteri di selezione (fold variation maggiore di due e 
variazione della significatività statistica P<0.05) ha identificato 38 microRNA la cui espressione 
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risulta alterata da 107. Questi microRNA sono implicati in numerose funzioni biologiche, come 
mostrato in Tabella 2. Tali osservazioni spiegano a livello epigenetico l'attivazione dei pathways 
di apoptosi e necrosi derivanti da elevati livelli di danno al DNA indotti da 107 sulle cellule 
A549. 
 






    hsa-miR-7-2-3p 3.48 Regolazione di c-Fos [33] 
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hsa-miR-26a-2-3p 2.64 
Inibizione dell’espressione 
di  TGF 
[36] 
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hsa-miR-34b-3p 3.92 Effettore di P53 [34] 
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8 (CASP8) e del recettore 
di crescita neuronale 
(NGFR); soppressore della 
vitalità cellulare attraverso 
la regolazione di Polo-like 
kinase 1 (PLK1); 
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hsa-miR-372 0.34 
Inibizione della migrazione 
e dell’invasione cellulare 




    
hsa-miR-374c-5p 3.79 ND  
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hsa-miR-545-5p 3.32 Proliferazione cellulare 
[58] 
 




3.50 Regolatore antioncogeno 
[59] 
 
    
hsa-miR-548as-3p 2.81 Regolatore antioncogeno 
[59] 
 
    
hsa-miR-559 2.76 Regolazione di ERBB2 
[60] 
 
    
hsa-miR-576-5p 2.87 
Regolazione di ITGBL1 
(integrin subunit beta like 
1, membro della famiglia 
delle proteine EGF-simili) 
[61] 
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tramite azione su Lgl1 
(Leucine-rich, glioma 




    
hsa-miR-656 4.22 
Proliferazione cellulare, 
migrazione ed invasione 
[63] 
 
    
hsa-miR-659-3p 0.31 
Regolazione di Sphingosine 
kinase 1 (SPHK1) e 
implicazione nella 
chemioresistenza del 
cancro del colon-retto; 
deregolazione del focal 









del gene della progranulina 
(GNR, crescita cellulare e 
regolazione della 
progressione del ciclo 
cellulare) 
    
hsa-miR-659-5p 3.52 
Regolazione di JNK2 
(protein chinasi della 
famiglia delle MAPK);  
regolazione di GRN 
(progranulina); 







    
hsa-miR-660-3p 3.25 
Inibitore del tumore 
polmonare  attraverso 
l’azione sul pathway di P53 
[70] 
 
    
hsa-miR-676-5p 3.61 ND - 
    
hsa-miR-877-3p 3.72 
Differenziamento in 
miofibroblasti delle cellule 
staminali mesenchimali 
residenti nel polmone; 
produzione di  IL-8 e IL-1β 





    
 








Figura 13 - Valutazione dell’espressione dei microRNA tramite analisi Microarray in cellule 
A549 controllo e trattate con 107. Pannello A: vetrino per Microarray che mostra come spot 
fluorescenti i microRNA che si sono legati alle sonde presenti sul vetrino stesso. Il numero di 
spot fluorescenti risulta maggiore del 90% indicando una buona qualità di analisi. Pannello B: 
analisi scatter plot che compara il livello di espressione di ciascuno dei 1350 microRNA 
analizzati nei controlli (asse orizzontale) con quelli analizzati nelle cellule trattate con 107 (asse 
verticale). Gli spot situati all’esterno dell’intervallo di variazione di 1.5 (linee verdi diagonali) 
rappresentano i microRNA up-regolati (area in alto a sinistra) o down-regolati (area in basso a 
destra) dall’azione di 107. 
Pannello C: analisi Volcano plot dei microRNA modulati da 107 confrontati con i controlli. I 
microRNA sono raffigurati come spot posizionati all’interno del grafico a seconda delle 
differenze di fold-variation (asse orizzontale, > 1.5, indicata dalle due linee verdi verticali) e della 
significatività statistica di tali variazioni calcolata con ANOVA (asse verticale, P value<0.05 in 
scala logaritmica, indicata dalle linee verdi orizzontali). I microRNA localizzati al di fuori delle 
linee verdi (fold variation >1.5 e P<0.05, spot rossi) sono quelli che vengono modulati in modo 





3.2. Valutazione in vivo della farmacocinetica e della distribuzione organospecifica dei 
derivati calixpirrolici 
Un'analisi preliminare per la valutazione della tossicità in vivo è stata effettuata su topi A/J 
utilizzando solamente la molecola 107. Dal momento che questo calixpirrolo risulta dotato di una 
natura particolarmente idrofobica, dopo numerosi tentativi, è stato scelto come solvente per la 
somministrazione della molecola nell'animale una miscela contenente il 10% di DMSO in olio di 
oliva. Simulazioni computazionali hanno indicato una dose orale letale (LD50) di 920 mg/Kg. Al 
fine di determinare sperimentalmente nel topo la LD50, è stata iniettata sottocute una prima dose 
di 5 mg/Kg, aumentata poi fino a 50 volte, senza riscontrare effetti particolari nell'animale, in 
accordo con quanto determinato mediante simulazione computazionale. Infine, è stata modificata 
la via di somministrazione da sottocutanea a intraperitoneale senza osservare alcuna variazione 
evidente. Dopo 5 giorni dall'iniezione, l'animale è stato sacrificato ed è stata determinata la 
distribuzione del composto 107 all'interno dei diversi organi (Figura 14) attraverso un'analisi 
HPLC/massa. I diversi organi e tessuti (tessuto sottocutaneo dorsale, milza, omento, cuore, 
fegato, cervello, polmone e rene) sono stati prelevati ed omogenati. Un'elevata concentrazione di 
107 è stata osservata a livello del sito di iniezione (Area 532,875) e della milza (Area 196,233) 
ma la maggiore quantità di 107, come previsto, è stata rinvenuta nell'omento (Area 1,237,999) e 
nei reni (Area 120,117). Concentrazioni minori della molecola sono state riscontrate nei polmoni 
(Area 32,514) e nel cuore (Area 29,443). Una quantità minima era presente nel fegato (Area 
11,923) ed infine nel cervello (Area 7,735) indicando che un calixpirrolo, nonostante la sua 






























Analisi preliminari condotte su diversi derivati del calix[4]pirrolo indicano che questo 
scaffold risulta potenzialmente di grande interesse nel processo di drug discovery. Infatti, le 
caratteristiche chimiche conferiscono a questa classe di macrocicli la capacità di bypassare 
rapidamente le membrane biologiche e raggiungere facilmente il nucleo cellulare. Tra i composti 
recentemente testati, due sembrano avere un potenziale utilizzo nei confronti del cancro 
polmonare ed ovarico, precisamente 107 e 563. In particolare, il composto 107 ha mostrato un 
EC50 <5 uM quando testato su cellule di carcinoma polmonare della linea A549 mentre 563 un 
EC50 ~ 10uM nei confronti della linea cellulare tumorale ovarica SKOV3. La selettività di questi 
composti è stata confermata dai test MTT effettuati su diverse linee cellulari di tumore mammario 
e cerebrale, non dimostrando alcuna attività significativa. In seguito ad esposizione ai due 
derivati macrociclici, le linee cellulari tumorali muoiono per apoptosi dopo 24-48 ore, come 
dimostrato dall’analisi di time-course e dal saggio con Annessina V. Per entrambi i derivati 
calixpirrolici 107 e 563 sono stati rilevati addotti al DNA che dimostrano la formazione di un 
legame covalente tra l’acido nucleico e le molecole testate. Una simulazione di docking 
molecolare in silico ha mostrato come 107 intercali l'elica del DNA con il suo scheletro 
calix[4]pirrolico e con la sua catena laterale acetilata che punta verso due nucleobasi adeniniche 
consecutive. La porzione acetilata di 107 sarebbe quindi molto vicina all'atomo di azoto di una di 
queste due adenine. Il particolare ambiente presente nel nucleo e la pKa delle basi azotate, in 
particolare quella di adenina e timina, portano ad ipotizzare che la frazione acetilata della 
molecola sia trasferita dal calixpirrolo all'azoto (N3) di questa nucleobase. Il DNA acetilato 
condurrebbe poi ad apoptosi durante i processi di replicazione cellulare. Proprio questa azione 
diretta dei calixpirroli testati nei confronti del DNA rappresenta un risultato interessante. Infatti, 
utilizzando diversi derivati calixpirrolici, era stato precedentemente accertato che queste 
molecole macrocicliche potessero agire solamente come “vettori molecolari” e che fossero in 
grado di indurre apoptosi favorendo l'ingresso di ioni cloro all'interno delle cellule [17] [18]. Al 
contrario, i risultati ottenuti nel presente lavoro, indicando la presenza di un'azione diretta della 
molecola 107 sul DNA, suggeriscono che, almeno per i derivati calixpirrolici testati, il cloro non 
sia implicato nel meccanismo di morte cellulare per apoptosi. A differenza del precedente lavoro 
di Cafeo et. al. [16] relativo al trasporto del Trans-Platino (trans-Pt(II)) al DNA per mezzo di un 
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complesso nel quale il calixpirrolo 274 agiva come vettore, nel presente lavoro la citotossicità è 
dovuta alla molecola 107 come tale. Le proprietà biologiche sono specificamente associate alle 
caratteristiche strutturali di 107, compresi i diversi gruppi funzionali e la loro disposizione 
all’interno della molecola. 
I test preliminari effettuati in vivo su topi A/J non hanno mostrato tossicità per quanto 
riguarda 107 anche a dosi elevate (fino a 228 mg/Kg). L'analisi HPLC/massa, effettuata al fine di 
identificare la distribuzione della molecola 107 all'interno di organi e tessuti dell'animale, ha 
rivelato una elevata concentrazione di tale calixpirrolo a livello dell'omento, una concentrazione 
minore in reni, polmoni e cuore ed infine una piccola quantità è stata riscontrata a livello 
cerebrale. Questa analisi preliminare suggerisce che il calixpirrolo 107 non sia tossico per il topo 
e che sia in grado di superare la barriera emato-encefalica, nonostante le dimensioni della 
molecola risultino relativamente elevate. Quest'ultimo risultato appare particolarmente 
interessante poiché, per quanto riguarda ad esempio il tumore al polmone, il cervello rappresenta 
uno dei più frequenti organi bersaglio di metastasi e, ad oggi, sono pochi i farmaci in grado di 
raggiungere questo organo. Inoltre, nel caso di pazienti con tumore polmonare non a piccole 
cellule precedentemente trattati con terapia chirurgica, i derivati calixpirrolici potrebbero 
rappresentare in futuro una valida alternativa ai chemioterapici attualmente in uso nell’ambito 
della prevenzione terziaria, riducendo l’insorgenza di recidive. 
Poiché i meccanismi di azione precisi di 107 e 563 rimangono da investigare, l’ipotesi 
formulata è che la mancanza di attività riscontrata nel composto 452 potrebbe essere dovuta 
all’ingombro sterico di due unità para-acetammidiche che ne impediscono l’inserimento nel solco 
maggiore del DNA, fenomeno che si ritiene accada nel caso del derivato 107. Tuttavia, vi sono 
altre ragioni che potrebbero entrare in gioco. Se l'attivazione enzimatica risultasse necessaria per 
l'attività, 452 potrebbe essere resistente a questo passaggio. E’ stata inoltre considerata la capacità 
di questi derivati calixpirrolici di legare ioni Cl-, in considerazione dei recenti studi sull'attività 
citotossica di cloruri e trasportatori [17] [18]. In esperimenti di binding competitivo (titolazione 1H-
NMR in acetonitrile) 452 è risultato essere solo marginalmente meno efficace di 107 come 
ligando del cloruro. D'altra parte, la formazione di addotti al DNA osservati presuppone un 
meccanismo d'azione diverso da quello delucidato precedentemente [74] in cui le piccole molecole 
di calixpirrolo fungevano da trasportatori di ioni Cl- innescando l’apoptosi.  Nello specifico, il 
legame covalente tra la molecola di calixpirrolo e il DNA sembrerebbe illustrare l’avvio del 





I derivati calixpirrolici 107 e 563 hanno mostrato un’elevata citotossicità nei confronti di 
linee cellulari derivanti da neoplasie polmonari ed ovariche. Una minore efficacia di tali molecole 
è stata invece riscontrata per quanto riguarda le linee cellulari tumorali cerebrali e mammarie. In 
particolare, i risultati dei test condotti in vitro sulla linea cellulare A549, derivante da un 
carcinoma polmonare espiantato da un uomo caucasico di 58 anni, evidenziano che le molecole 
107 e 563 sono in grado di intercalare il DNA, prerequisito essenziale per l’induzione delle 
cellule al processo di apoptosi. Inoltre, l’interfaccia farmaco-ambiente cellulare determina 
modifiche epigenetiche come evidenziato dall’analisi di espressione dei microRNA, rilevata 
tramite tecnica dei microarray. Queste evidenze sperimentali gettano luce su nuove proprietà 
farmacologiche di queste molecole pirroliche, ad oggi considerate responsabili dell’induzione di 
morte cellulare esclusivamente grazie alla loro capacità di trasportare ioni Cl- all’interno delle 
cellule [17].  Il presente lavoro, documentando l’azione diretta del calixpirrolo 107 sul DNA, 
evidenzia invece la capacità di queste molecole di agire esse stesse come farmaci e non solamente 
come carriers di altre specie molecolari. 
Inoltre, come dimostrato dallo studio preliminare in vivo condotto su un modello 
sperimentale murino, il calixpirrolo 107 è in grado di superare la barriera ematoencefalica senza 
determinare evidenti effetti tossici sull’animale. Questo risultato riveste un ruolo importante per 
quanto riguarda la prevenzione terziaria dei tumori polmonari. Infatti, l’approccio chirurgico 
usato in prima istanza di per sé non risulta risolutivo nel 33% dei pazienti. Infatti, circa 1/3 dei 
pazienti recidiva in situ o in altri organi come il cervello o le ossa. Ad oggi, la gestione dei tumori 
che coinvolgono il cervello risulta particolarmente difficoltosa a causa del fatto che sono molto 
limitati i farmaci in grado di superare la barriera ematoencefalica. Le caratteristiche chimico-
fisiche dei derivati calixpirrolici rendono queste molecole altamente lipofile, prerequisito 
necessario all’attraversamento della barriera ematoencefalica. 
Alla luce dei risultati ottenuti nel presente lavoro, risulta evidente la necessità di condurre 
ulteriori studi sui derivati calixpirrolici intesi non più come carriers di specie ioniche ma come 
molecole di per sé farmacologicamente attive, capaci di stabilire legami covalenti con il DNA. In 
quest’ottica, il calixpirrolo 107 potrebbe rappresentare il precursore di nuove molecole 
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antitumorali biologicamente attive da poter impiegare nella prevenzione delle recidive o come 
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